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1. RESUMEN. 
 

El virus del papiloma humano es el principal agente etiológico del cáncer 

cérvicouterino (CaCu), patología que ocupa la segunda causa de muerte en 

mujeres por tumores malignos en nuestro país (INEGI, 2010). Por esta razón es 

primordial el desarrollo de terapias más eficaces contra esta neoplasia. 

En la última década, se ha identificado en algunos tumores una pequeña 

subpoblación de células que tienen la capacidad de regenerarlos, que son 

capaces de autorrenovarse y generan linajes heterogéneos (Clarke et al, 2006).  A 

estas células por sus características similares con las células troncales, se les ha 

llamado células troncales cancerosas (CSC, de sus siglas en inglés “Cancer Stem 

Cells”). En los últimos  años se han caracterizado CSC en líneas celulares 

(Setoguchi et al, 2004) y en tumores como de mama (Al-Hajj et al, 2003), medula 

ósea (Bonnet et al, 1997), cerebro (Singh et al, 2004), ovario (Szotek et al, 2006) 

colon(Dalerba et al, 2007), páncreas (Li et al, 2007), próstata (Collins et al, 2005), 

pulmón (Kim et al, 2005), cabeza y cuello (Prince et al, 2007), endometrio (Friel et 

al, 2008), entre otros. 

El descubrimiento de las CSC ha llevado a proponer la hipótesis de que este 

grupo reducido de células malignas son las responsables de la iniciación y 

progresión del tumor e incluso pueden estar involucradas en la metástasis y la 

recurrencia tumoral (Ortiz-Sánchez, 2012). Esta hipótesis impulsa la generación 

de nuevas terapias antitumorales dirigidas a erradicar a estas CSC.  

En la búsqueda de marcadores de CSC, algunos investigadores se han enfocado 

en el hecho de que las CSC y células progenitoras comparten marcadores de 

superficie y algunos procesos metabólicos con sus contrapartes normales. En el 

caso particular del CaCu no existen marcadores específicos para la  identificación 

de las CSC. Feng y colaboradores en el 2007 identificaron y caracterizaron una 

población con características de células troncales en carcinomas primarios de 

cáncer cervicouterino a través de la generación de esferas. Estos cultivos de 

esferas mostraron estar enriquecidos en células CD44+ y CK 17+. En un intento 
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por aportar conocimientos que conlleven a la determinación de marcadores 

específicos para las CSC de CaCu, proponemos la evaluación de CK 17, p63 y 

anexina ll como otros posibles marcadores de CSC de cérvix; dado que p63 

parece tener un papel en el mantenimiento de la troncalidad y ha sido propuesto 

como marcador de células de reserva de cérvix al igual que CK17, y por otro lado 

anexina ll está involucrada en la metástasis y progresión tumoral. 
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2. INTRODUCCIÓN. 

2.1 Cáncer  Cérvicouterino. 

 

A nivel mundial el CaCu ocupa el segundo lugar entre los cánceres más 

frecuentes, cada año aproximádamente 500 000 mujeres en todo el mundo son 

diagnosticadas con CaCu y más de la mitad de ellas mueren a causa de esta 

neoplasia. En  México el CaCu es la segunda  causa de muerte en mujeres por 

tumores,  tan solo en el año 2010 se registraron 3 959 defunciones  de mujeres 

con CaCu (INEGI, 2012). Debido a estas cifras el CaCu se considera un grave 

problema de salud pública. 

El  CaCu es una enfermedad multifactorial de transmisión sexual; cuyo agente 

etiológico es el virus del papiloma humano (VPH o HPV del inglés human 

papillomavirus). Además del VPH existen cofactores que estimulan el desarrollo 

de esta enfermedad como son el uso de anticonceptivos orales, tabaco, 

multipariedad e infección con Clamidia y otros parásitos. La detección oportuna de 

la presencia de una lesión premaligna previene la muerte por CaCu, siempre y 

cuando dicha lesión sea eliminada a través de algún procedimiento médico. 

La infección con VPH puede conducir al desarrollo de lesiones premalignas 

denominadas LEIBG (lesión escamosas intraepitelial de bajo grado, según el 

sistema Bethesda) o lesiones NIC 1 (neoplasia intraepitelial cervical grado 1, de 

acuerdo a la clasificación de Richard), en el cérvix. Las LEIBG son 

manifestaciones transitorias de la infección viral productiva, que se caracterizan 

por presentar mayor actividad mitótica y contenido de células inmaduras en el 

tercio inferior del epitelio. Estas células muestran  cambios en la relación núcleo 

citoplasma de las células, hipercromatización del núcleo, células binucleadas, 

diferencias en la citoarquitectura, presencia de cuerpos mitóticos y de coilocitos. 

Es importante mencionar que la mayoría de las lesiones premalignas se generan 

en la zona de transición, que es la unión entre el epitelio columnar del endocérvix 

y el epitelio escamoso del exocérvix (Woodworth and Simpson,1993); debido al 
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tropismo que tiene el VPH por los queratinocitos no diferenciados expuestos en 

esta zona, además de que existe una  disminución del número de células de 

Langerhans y la presencia de citocinas tipo TH2, por lo que la zona de transición 

es un sitio inmunesuprimido haciéndolo más suceptible a la entrada de patógenos 

(Ortiz-Sánchez et al, 2007). 

 La zona de transición es una región de continuos cambios metaplásicos, más 

activos en la pubertad y durante el primer embarazo y declinan después de la 

menopausia. Una LEIBG, inducida por algún tipo de VPH que se encuentre en 

esta región, puede progresar a una LEIAG (lesiones escamosas intraepiteliales de 

alto grado), que en la clasificación citohistológica de Richard, equivale a NIC 2 o 

NIC 3, precursoras del CaCu y que se caracterizan por presentar mayor actividad 

mitótica y contenido de células inmaduras en los tercios central y superior del 

epitelio (Ramanakumar et al, 2010). 

El tiempo que tarda en desarrollarse una lesión de bajo grado a cáncer depende 

de varios factores como el tipo viral, la carga viral, pero principalmente depende de 

los factores del hospedero como  por ejemplo los factores genéticos de 

predisposición y del sistema inmunológico (Wang et al, 2003). Los tipos de VPH 

de alto riesgo están fuertemente relacionados con lesiones de alto grado, aunque 

se ha observado la presencia de diferentes tipos de VPH en una sola lesión.  

2.2 Virus del Papiloma Humano (VPH). 

 

Hasta el día de hoy se conocen más de 100 tipos virales que en relación a su 

capacidad oncogénica, se clasifican en tipos de alto y de bajo riesgo. Los virus de 

bajo riesgo son denominados de esta manera por su baja o nula capacidad de 

producir CaCu, sin embargo están muy relacionados con la generación de 

verrugas genitales o cambios muy pequeños en las células del cuello uterino.  

Los VPH de “bajo riesgo” son el 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 61, 72, 73 y 81. Los 

tipos 6 y 11 son los más comunes. Hay más de una docena de VPH de "alto 

riesgo"  que se encuentran relacionados con la generación de CaCu. Los tipos 
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VPH de alto riesgo más frecuentes son: 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 39, 

51, 68 y 66. Los tipos 16 y 18 están relacionados con aproximadamente el 70% de 

los casos de CaCu (Muñoz et al, 2004). Este grupo de virus infectan 

específicamente el epitelio escamoso de piel y mucosas.  

Los virus del papiloma humano  pertenecen a la familia de los Papillomaviridae. Es 

un virus pequeño de 50 a 55 nm que posee una cápside icosaédrica de 72 

capsómeros. El genoma del VPH consiste de una molécula de ADN circular de 

doble cadena, aproximadamente de 8 Kb. La cápside consta de 2 proteínas, la 

proteína L1 de 55 KDa y la proteína L2 de 75 kDa. El genoma viral del VPH se 

divide en tres regiones: la región larga de control, LCR; la región que corresponde 

a los genes tempranos (E1 a E8) y la región que corresponde a los genes tardíos 

(L1 y L2).   Los genes tempranos codifican para proteínas involucradas en la 

replicación, la transformación celular y son responsables del aumento de la 

proliferación de las células infectadas. La LCR, es una región no codificadora, que 

contiene las secuencias promotoras y potencializadoras críticas que regulan la 

replicación y la transcripción viral (Figura 1).  

Los genes tempranos codifican para 6 proteínas con diferentes funciones. La 

proteína E1 coopera con la proteína E2 para mantener el genoma en estado 

episomal y actúa como una ADN helicasa durante la replicación del genoma viral. 

La proteína E2 influye sobre la transcripción y replicación del ADN viral. 

Adicionalmente, en tipos de alto riesgo, E2, actúa inicialmente como un supresor 

del promotor de los genes E6 y E7. La expresión de la proteína E4 es necesaria 

para la producción de la proteína L2 y además interacciona con las citoqueratinas 

para liberar a los viriones generados. La proteína E5 se une a factores de 

crecimiento y participa en la evasión del sistema inmune, desregulando la 

presentación de antígeno por parte de las moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad clase l. E6 se une a p53 a través de E6AP, una proteína 

ubiquitina ligasa, lo que conduce a la degradación de p53 por la vía  proteosoma y 

a la división de células con daño en su ADN. Por su parte E7 se une  a Rb 

evitando que forme complejo con E2F, de esta manera induce a las células a 

http://es.wikipedia.org/wiki/Papillomaviridae
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entrar prematuramente a la fase S, mientras Rb es degradado a través de la ruta 

del proteasoma. 

 

 

Figura 1. Genoma viral del VPH. El genoma del VPH es una molécula de ADN 

circular de doble cadena. Se divide en tres regiones: la región larga de control, 

LCR que no contiene marco de lectura; la región temprana, que contiene a los 

genes E1-E7; y la región tardía que contiene a los genes L1 y L2, los cuales 

constituyen la cápside. (Tomado y modificado de López-Saavedra y Lizano-

Soberón, 2006) 

 

2.3 Ciclo replicativo del VPH. 

 

El ciclo viral del VPH está  ligado al crecimiento y diferenciación de las células 

epiteliales hospederas. El VPH inicia su ciclo viral infectando  a las células basales 

no diferenciadas, expuestas en la zona de transformación, y/o través de 

microabrasiones. Una vez en contacto con las células blanco, el virión se asocia 

con receptores  como  las alfa integrinas, la heparina y las lamininas. Los viriones 

entran en las células epiteliales basales por endocitosis mediada por vesículas 

recubiertas de clatrina y/o caveolina, dependiendo del tipo de VPH (Day et al, 

2003). 

http://es.wikipedia.org/wiki/Integrina
http://es.wikipedia.org/wiki/Heparina
http://es.wikipedia.org/wiki/Endocitosis
http://es.wikipedia.org/wiki/Clatrina
http://es.wikipedia.org/wiki/Caveolina
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Una vez en el interior de la célula, el genoma viral es transportado al núcleo, 

donde se mantiene en forma episomal. Ya en el núcleo, se transcriben entonces 

los genes tempranos (E1, E2), lo que permite iniciar la replicación del ADN viral,  a 

niveles bajos, utilizando la maquinaria celular. Cuando las células infectadas se 

diferencian y migran desde la capa basal hacia el estrato escamoso del epitelio, la 

replicación se estimula, produciendo la acumulación de viriones dentro del núcleo 

y cuando las células basales se dividen, los genomas virales se reparten en  

partes iguales entre las células hijas. La acción conjunta de E6 y E7 produce un 

efecto sinérgico en la desregularización del ciclo celular y la inhibición de la 

apoptosis. El paso final del ciclo productivo es el ensamble del virión y su 

maduración, que se lleva a cabo en las capas superiores del epitelio en donde es 

liberado, infectando así a otras células. (Frazer et al, 2004) 

El VPH además de presentar un ciclo productivo, en donde su genoma se 

mantiene como un elemento episomal que conduce a la producción de partículas 

virales, su ADN también puede integrarse al genoma de la célula huésped, 

estableciendo así un ciclo viral no productivo o abortivo. La integración rompe el 

gen E2, provocando que E6 y E7 no estén regulados negativamente y entonces se 

lleva a cabo una sobreexpresión de E6 y E7 que conduce a la célula a un estado 

de transformación (Figura 2) (Klaes et al, 1999). 

 

 

 

 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Genoma
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Figura 2. Ciclo viral del VPH en el epitelio escamoso. El virus del papiloma 
humano (VPH) infecta a los queratinocitos de la capa basal a través de 
microabrasiones presentes en la piel o mucosa; se transcriben entonces los genes 
tempranos, lo que permite realizar una replicación del ADN inicial que resulta en 
un número de copias de entre 50-100 genomas virales por célula. El inicio de la 
amplificación del genoma es seguido por una fase de mantenimiento episomal. 
Las células basales infectadas pasan a la capa suprabasal, donde se expresan los 
genes tempranos y tardíos; la amplificación del genoma se dispara en las capas 
terminales de diferenciación. El ensamblaje viral ocurre en la capa superior del 
epitelio escamoso, los viriones son liberados y pueden infectar al tejido adyacente. 
(Tomada y modificada de Kahn, 2009). 
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2.4 Células Troncales. 
 

Una célula troncal se puede definir como una célula no diferenciada que posee la 

capacidad de proliferar y mantenerse en estado indiferenciado por un periodo 

indefinido, es capaz de autorenovarse, puede dar origen a una progenie 

heterogénea de células, las cuales progresivamente se diversificarán y 

especializarán, perdiendo su potencial de autorenovación y de indiferenciación. 

Por estas características, las células troncales participan en el mantenimiento y la 

homeostasis de los tejidos (McCulloch and Till, 2005). 

 

Las células troncales pueden clasificarse según dos criterios: por su origen y por 

su potencialidad. Según su origen, las células troncales se clasifican en células 

troncales embrionarias, las cuales se encuentran en la masa celular interna del 

embrión en estadio de blastocisto; y las células troncales adultas, que son las 

responsables de generar los diversos linajes celulares que integran un tejido 

especifico. Según su potencialidad, las células troncales pueden clasificarse como 

totipotentes, pluripotentes, multipotentes y monopotentes. En este orden jerárquico 

cada estadio celular produce progenies que por un lado se renuevan a sí mismas 

y por el otro producen células que adquieren cada vez un mayor grado de 

diferenciación, al mismo tiempo, gradualmente pierden su potencial proliferativo.  

 

Las células troncales totipotentes son aquellas que resultan tras la fecundación y 

pueden dar origen a todos los tejidos embrionarios y extraembrionarios, 

generando a un individuo completo. Las células troncales pluripotentes se 

desarrollan a partir del cuarto día después de que ha ocurrido la fertilización y  

pueden dar origen a los tejidos de las tres láminas germinales: endodermo, 

mesodermo y ectodermo, pero no a los tejidos extraembrionarios. Las células 

troncales adultas varían en su potencialidad, desde multipotenciales hasta 

monopotenciales (Prosper and Verfaillie, 2003). En los últimos años se han hallado 

células troncales en casi todos los órganos del individuo adulto: piel (Blanpain et 

al, 2004), hígado (Faris et al, 2001), páncreas (Bouwens and Rooman, 2005), 
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médula  ósea (Weissman, 2000), riñón (Haller et al, 2005), intestino (Kitamura et 

al, 2005), vasos (Rosenzweing, 2005), sistema nervioso central (Gage et al, 1995), 

músculo esquelético (Zammit and Beauchamp, 2001), corazón (Urbanek et 

al,2005),  entre otros. 

2.5. Células Troncales Cancerosas. 

 

Recientemente varios estudios han aportado pruebas que sugieren que los 

tumores están organizados en una forma heterogénea y jerárquica, es decir están 

organizados por diferentes grupos de poblaciones con diferentes propiedades 

biológicas; y que la capacidad para sostener la formación del tumor y su 

crecimiento reside en una pequeña subpoblación celular, estas células son 

denominadas células troncales cancerosas o también células iniciadoras del tumor 

(TIC, por sus siglas en inglés “Tumor Initiating Cells”) (Reya et al, 2001). 

 

La primera evidencia de la existencia de las CSC proviene de la leucemia mieloide 

aguda, en donde, un subgrupo de células de aproximadamente el 0.01 % del total 

de la población celular eran capaces de inducir leucemia cuando se 

transplantaban en ratones inmunodeficientes. A partir de ahí las CSC han sido 

identificadas tanto en tumores sólidos como en las líneas celulares (Setoguchi et 

al, 2004) de diferentes tipos de cánceres como son  de mama (Al-Hajj et al, 2003), 

medula ósea (Bonnet et al, 1997), cerebro (Singh et al, 2004), ovario (Szotek et al, 

2006) colon (Dalerba et al,2007), páncreas(Li et al, 2007), próstata (Collins et al, 

2005), pulmón (Kim et al, 2005), cabeza y cuello (Prince et al, 2007), endometrio 

(Friel et al,2008), entre otros. 

Al igual que las células troncales normales, las CSC se autorrenuevan, son 

capaces de generar la heterogeneidad celular, presentan una mayor capacidad 

tumorigénica, son quimioresistentes, expresan un alto nivel de proteínas 

antiapoptóticas, y expresan  genes como Sox2, Nanog y Oct4, relacionados con el 

estado de troncalidad. La capacidad para entrar en quiescencia en cualquier 

momento les permite escapar de las terapias convencionales contra el cáncer, lo 
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que conduce a la recaída de la enfermedad a pesar de que la lesión primaria se 

retire (Costea et al, 2006). Se ha observado que las CSC presentan el 

transportador ABCG2 que les confiere la capacidad de eliminar fácilmente las 

drogas utilizadas en la quimioterapia. De ahí la importancia de desarrollar 

estrategias terapéuticas dirigidas contra las CSC para erradicar completamente el 

desarrollo tumoral y permitir la supervivencia de las células no tumorigénicas. 

El origen de las células troncales cancerosas no está muy claro aún, algunos 

grupos de investigación han postulado que este grupo de células se originan 

directamente de las células troncales normales, dado que las células troncales son 

las únicas células con una vida larga, en muchos tejidos, son las candidatas 

naturales en las cuales podrían acumularse mutaciones y producir la 

transformación celular. Sin embargo este no es el único origen posible, también 

podrían originarse a partir de progenitoras tempranas o células ya diferenciadas 

(Dalerba et al, 2007).  

En la actualidad, como se ve en la figura 3, los principales modelos de 

carcinogénesis son el jerárquico y el estocástico (también llamado clásico o de 

evolución clonal). El modelo estocástico plantea que todas y cada una de las 

células que constituyen un tumor tienen la potencialidad de regenerar un nuevo 

tumor, mientras el modelo jerárquico, recientemente desarrollado, propone que 

sólo una pequeña subpoblación celular tiene la capacidad de desarrollar y 

mantener el genotipo maligno, las CSC (Ortiz-Sánchez et al, 2012). 

2.6 Ensayo de formación de esferas. 

 

La demostración más convincente en la identificación de las CSC es el transplante 

en modelos animales, estas células al ser trasplantadas deben generar un nuevo 

tumor, establecer la heterogeneidad fenotípica del tumor primario y exhibir la 

capacidad de autorrenovación en una serie de pases. Además del trasplante en 

modelos animales, el ensayo de formación de esferas es otra metodología 

utilizada para evaluar la actividad de las CSC. El ensayo de esferas es una 
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metodología in vitro que permite obtener poblaciones enriquecidas de células 

troncales y progenitoras tempranas.  Esta metodología se basa en el hecho de 

que todas las células troncales (tanto normales como cancerosas) tienen la 

capacidad de crecer como agregados celulares (esferas) en un medio libre de 

suero, que contenga entre otros factores, factor de crecimiento epidermal (EGF) y 

factor de crecimiento de fibroblastos (FGF2) (Visvader and Lindeman, 2008). 

 

 

 

Figura 3. Modelos de carcinogénesis. 

Entre los modelos que explican el desarrollo tumoral se encuentran: A) El modelo 

estocástico, el cual sugiere que los tumores son heterogéneos y cualquier célula 

dentro de él puede dar origen a un nuevo tumor, B) El modelo jerárquico propone 

que los tumores son heterogéneos pero solo la subpoblación de CSC tiene la 

habilidad para formar nuevos tumores. 

   

El modelo de la neuroesfera ha sido ampliamente utilizado para estudiar la 

neurogénesis, representa el modelo de esfera mejor estudiado en términos de 
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clonalidad y diferenciación multipotencial. Este modelo ha sido la base para el 

desarrollo de esferas a partir de tejidos como cerebro (Hemmati et al, 2003)  y 

mama (Dontu et al, 2003), entre otros. 

2.7 Aislamiento  de CSC de tumores sólidos. 

 

En la última década se han identificado y caracterizado CSC en distintos tumores 

sólidos gracias al desarrollo de metodologías basadas en su actividad enzimática, 

como por ejemplo ALDH1 o  en su capacidad de exclusión del colorante Hoechst y 

diversos marcadores de superficie.  

La aldehído deshidrogenasa 1(ALDH1) es una enzima desintoxicante responsable 

de la oxidación de aldehídos intracelulares que tiene un papel en la diferenciación 

de células troncales a través de la oxidación de retinol a ácido retinóico (Ginestier 

et al, 2007), mediante la medición de la actividad de esta enzima se han aislado 

CSC de leucemias, de mama, de páncreas, de carcinoma de células escamosas, 

entre otras. Esta metodología también es utilizada para la identificación de las 

células troncales normales. 

La capacidad de las CSC de exclusión del colorante Hoechst debido a la 

presencia de un mayor número de transportadores ABCG2 en esta subpoblación 

también ha permitido la separación de CSC. Hoeshst es un colorante fluorescente 

que se une al ADN, que puede ser leído mediante citometría de flujo (Bortolomai 

et al, 2010). 

Entre algunos marcadores de superficie utilizados  para el aislamiento de 

subgrupos enriquecidos en CSC, se incluyen CD133, CD44, CD24, CD90, 

EpCAM, ABCG5, ABCG2, entre otros. Aunque CD133 y CD44 son los marcadores 

de superficie más comunes y han sido utilizados para fraccionar poblaciones de 

CSC en distintos tumores sólidos, ninguno de estos marcadores es 

exclusivamente expresado por las CSC de dichos tumores, por lo que es 

imperante definir marcadores específicos o usar combinaciones de estos 

marcadores (Visvader and Lindeman, 2008). La búsqueda de nuevos marcadores 
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específicos para cada tipo de cáncer se basa en el hecho de que las células 

troncales normales y cancerosas comparten marcadores por su origen común. 

Otra característica de las CSC es la expresión de los factores transcripcionales 

Sox2, Oct4 y Nanog que son esenciales en la regulación de la autorrenovación y 

la pluripotencia de las células troncales embrionarias y adultas. Además se ha 

visto la desregulación de la expresión de estos factores en muchos tipos de 

cánceres. Sox2 se expresa inicialmente en todo el blástomero, más tarde se 

restringe a la masa celular interna y al epiblasto,  luego a las células germinales. 

Se ha reportado que Sox2 se expresa en células basales de cáncer de mama, en 

cáncer de pulmón, de páncreas, entre otros. También participa en eventos 

posteriores de carcinogénesis, tales como la invasión y la metástasis. Sin 

embargo, la reducción de la expresión de Sox2 también ha sido asociada con 

cáncer gástrico y coriocarcinoma. Por otro lado, Nanog y Oct4 modulan el destino 

de las células troncales embrionarias. En células troncales embrionarias, se 

encontró que  Oct4 y Nanog pueden comunicarse con distintos complejos de 

represión para controlar la transcripción de genes (Kashyap et al, 2009). 

2.8 El papel de p63 en el cáncer. 

P63 es un miembro de la familia de factores de transcripción que tiene funciones 

importantes en la tumorigénesis, la diferenciación epidérmica y la autorrenovación 

de células troncales. Esta proteína se compone de un dominio central de unión al 

ADN (DBD), un dominio de transactivación (TA)  y un dominio de oligomerización. 

Existen isoformas N-terminal e isoformas C-terminal.  

Debido al uso diferencial de los dos promotores en la transcripción del gen p63 

existen dos isoformas N-terminal:TAp63 y ∆Np63 que a diferencia de TAp63 no 

contiene el dominio TA. Además del procesamiento alternativo en el extremo 3’ del 

mensajero de la proteína p63 da lugar a isoformas C-terminal de la proteína α, β 

,γ, δ y ε, lo que da origen a un gran número de isoformas de la proteína p63 

(Figura 4). 
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Las isoformas de p63 se caracterizan por presentar diferentes niveles y patrones 

de expresión dentro de los tejidos y tumores. ∆Np63α es la isoforma predominante 

y se expresa selectivamente en niveles altos en células basales del epitelio 

estratificado y glandular. Su expresión disminuye con la diferenciación celular. En 

algunos canceres se ha reportado la expresión de p63 sin distinguir entre las 

isoformas N-terminal, como en cáncer de cuello uterino y cáncer de páncreas. La 

isoforma ∆Np63 se expresa en células basales de cáncer de mama, cáncer de 

próstata, cáncer de esófago y cáncer de páncreas. La isoforma TAp63 sólo es 

expresada en linfomas no-Hodgkin. Ambas isoformas, ∆Np63 y TAp63, se 

detectaron en el cáncer de vejiga, el cáncer urotelial, cáncer de cabeza y cuello, 

carcinoma gástrico, cáncer de pulmón y timomas (Nekulova et al, 2011).   

La homología de p63  con p53 sugiere que p63 también podría actuar como un 

supresor de tumores, sin embargo existen una tasa baja de mutaciones de p63 en 

tumores malignos que no se relaciona con esta función. Además la existencia de 

múltiples isoformas con funciones opuestas impiden esclarecer el papel de p63 

como oncogén o supresor de tumores (Flores, 2007).Por ejemplo, en ratones KO 

(knock out) se ha observado que la pérdida de TAp63 produce un aumento en la 

metástasis y en el número de tumores primarios (Su et al, 2010).  

Se ha visto que  tanto TAp63 como ∆Np63 son capaces de inducir senescencia 

celular, sin embargo este papel parece ser solo en tejidos específicos; en 

queratinocitos, por ejemplo la perdida de ∆Np63 o TAp63 conduce a un aumento 

del estado de senescencia (Guo et al,2009). 

También se ha reportado que la expresión desregulada de TAp63 en la epidermis 

produce hiperproliferación y falta de diferenciación en las capas terminales (Koster 

et al, 2004). La sobreexpresión de la isoforma ∆Np63 produce un aumento en la 

proliferación celular, esto se debe quizá a la inhibición de los inhibidores de las 

cinasas dependientes de ciclinas, p21 y p57 (Chiang et al, 2009).  
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Algunos miembros de la famililia de p63 tienen efectos negativos sobre otros 

integrantes de la familia. Por ejemplo ∆Np63 puede ejercer un efecto negativo 

dominante sobre las isoformas TA de p63 y en otros miembros de la familia de p53 

y TAp73, con lo que protege a las células de la muerte celular (Mundt et al, 2010). 

Otro papel negativo que tiene sobre los miembros de la familia es que puede 

aumentar las proteínas de choque térmico (HSP70) y esto se traduce en la 

disminución de la apoptosis en parte debido al secuestro de p53 (Wu et al, 2005). 

∆Np63 también interviene en la vía AKT protegiendo a las células de la apoptosis, 

mediada por la regulación de la sintetasa de ácidos grasos (FASN) una enzima 

involucrada en el metabolismo de ácidos grasos de cadena larga, critica para la 

supervivencia celular (Sabbisetti et al, 2009). 

La expresión de p63 en células troncales se ha demostrado en varios tejidos 

incluyendo cerebro, medula ósea, musculo, piel, mama, pulmón, riñón hígado 

páncreas y tiroides (Nekulova et al, 2011). Ha sido  establecido como un marcador 

de células basales del epitelio. Además informes recientes en modelos murinos 

sugieren un papel importante de este factor de transcripción en el mantenimiento 

del fenotipo de célula troncal del cáncer.  

En carcinomas de células de cabeza y cuello, se ha visto que la isoforma ∆Np63 

controla los niveles de expresión de CD44 y queratinas de la capa basal 6A  y 14, 

conocidos marcadores de precursores inmaduros, al tiempo que reduce 

fuertemente la expresión de las queratinas suprabasales 4 y 19 lo que sugiere su 

papel en el mantenimiento de un fenotipo indiferenciado (Boldrup et al, 2007). La 

isoforma ∆Np63 también puede inducir la expresión del inhibidor de la 

diferenciación Id-3 que es un represor transcripcional de E-Caderina que a su vez 

se traduce en la inhibición de la diferenciación de las células cancerosas, que 

contribuye al fenotipo de la célula troncal (Higashikawa et al, 2009). Por otra parte, 

en poblaciones de células troncales de cáncer de mama, generadas a partir de 

líneas celulares de rata, se ha observado que p63 es esencial para mantener las 

características de CSC (Zuchi et al, 2008). 
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Figura 4. Estructura del gen TP63 y las isoformas de p63. (A) El gen TP63 
tiene 2 promotores, además el ARNm  sufre un procesamiento alternativo en el 
extremo 3’, lo que produce un amplio espectro de isoformas de la proteína p63. (B) 
Debido a la transcripción de los dos promotores del gen TP63, existen dos 
isoformas N-terminal de p63: la forma de larga duración TAp63 y la N-terminal 
truncada ∆Np63. El procesamiento alternativo en la región terminal 3’ del ARNm 
de TP63 da lugar a isoformas C-terminal de la proteína de p63:α, β, γ, δ y ε. (C) La 
proteína p63 consiste del dominio central de unión al ADN (DBD), del dominio de 
oligomerización (OD), del dominio de transactivación (TA) en la región N-terminal 
(solo TAp63; ∆Np63 posee dominios de transactivación alternativos); la isoforma 
p63α también contiene un motivo alfa estéril (SAM) y un dominio inhibidor (TI) 
dentro de la región C-terminal (Tomada y modificada de Nekulova et al, 2011). 
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2.9 El papel de anexina ll en el cáncer. 

 

Anexina ll (A2) es el principal sustrato in vivo para proteínas cinasas específicas 

de tirosina (pp60src) y cinasas serina/treonina como la proteína cinasa C (Boyko et 

al, 1994). Una característica bioquímica única de la A2, es que en la región N-

terminal contiene un sitio de unión de alta afinidad a P11, que es un miembro de 

las proteínas de unión a calcio S100. Este complejo es conocido como el complejo 

heterotetramérico (dos moléculas de anexina ll y dos moléculas de P11). 

 

 Aunque A2 en el citoplasma es principalmente monomérica, asociada a la 

membrana A2 es parte del complejo heterotramérico. La formación de complejos 

con P11 aumenta la afinidad de A2 al calcio y fosfolípidos (Haijar and Krishnan, 

1999), con lo que se dirige a superficie de la membrana.  Además el 

heterotetrámero A2/p11 promueve la actividad fibrinolítica en la superficie de las 

células endoteliales vasculares por unión plasminógeno y activador del 

plasminógeno tisular (tPA).  

 

También se ha sugerido que este tetraméro puede participar en la exocitosis y la 

endocitosis (Swairjo and Seaton, 1994). A2 ha sido implicada en varias funciones 

biológicas, incluyendo la transducción de señales mitogénicas, la respuesta 

inmune, fibrinólisis, la proliferación y la carcinogénesis (Zimmermann et al, 2004).  

 

La sobreexpresión de A2 en algunos tipos de canceres como por ejemplo: en 

cáncer de páncreas, cáncer de cabeza,  cáncer renal, en canceres de vagina y de 

cérvix, deja ver que anexina ll puede tener un papel importante en el desarrollo del 

cáncer. Se ha visto que regula la angiogénesis, la invasión y la metástasis de las 

células cancerosas, mediante la interacción con el sistema plasminógeno-

plasmina y sus moléculas involucradas en el proceso de fibrinólisis.  

 

Reportes recientes indican que bajo condiciones patológicas la sobreproducción 

incontrolada de la plasmina en el microambiente tumoral acelera la degradación 
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localizada de la matriz extracelular, facilitando la invasión de las células 

endoteliales tumorales y la migración.  

 

A2 no solo interacciona con el plasminógeno (precursor de la plasmina) y el t-PA 

(activador del plasminógeno tipo tisular), también se ha identificado que es capaz 

de interaccionar con tenascina-C, una proteína de la matriz extracelular que 

interactúa con la fibronectina. Esta interacción de tenascina-C y A2 regula la 

adhesión local, la migración celular y la división celular. Así A2 parece ser una 

molécula  relacionada con la progresión del cáncer y el comportamiento 

metastásico (Brownstein et al, 1998).  

 

En ratones knock out se ha mostrado que A2 es un componente esencial en la  

neoangiogénesis. Estas observaciones fueron confirmadas por Semov y 

colaboradores en el 2005, quien demostró que S100A4 (proteína miembro de la 

familia S100) interacciona con A2 induciendo angiogénesis. Estas observaciones 

colocan a A2 como un eslabón importante en la angiogénesis, el crecimiento 

tumoral y la metástasis. 

  

Estudios recientes han mostrado la expresión selectiva de A2 en cáncer de mama 

invasivo. Estos resultados in vivo fueron respaldados con estudios in vitro en 

líneas celulares de cáncer de mama. Se mostró que las células con una alta 

expresión de A2 tal como MDA-MB231 fueron capaces de catalizar la conversión 

de plasminógeno a plasmina de manera eficiente, en cambio las células con poca 

capacidad invasiva como las MCF-7, células que carecen de anexina ll, no fueron 

capaces de generar plasmina. Lo que sugiere nuevamente que anexina ll es  

necesaria para la generación de plasmina. Además, se muestra que este 

mecanismo generador de plasmina es esencial para la invasión de las células 

MDA-MB231 y la migración (Sharma et al, 2006). 

  

Existen datos que apuntan hacia una expresión selectiva de  en tejido tumoral. A2  

se expresa en células cancerosas de pulmón, de intestino, de cerebro, de cuello 
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uterino y vagina, en monocitos y macrófagos y en tejidos normales como placenta, 

riñon y pulmón. En contraste con esto tenemos que no ha sido encontrada en 

cerebro de rata ni en hígado. Es muy interesante notar que la A2 no se expresa en 

hígado normal sin embargo, en el daño hepático agudo, la expresión de esta 

proteína si existe; indicando su papel potencial en la reparación de tejidos.  

En relación a su expresión en CSC, hasta el momento no existen datos 

reportados, pero debido a su asociación con el desarrollo de cáncer podría tener 

algún papel en esta subpoblación. 

2.10 CK 17  y  Cáncer. 

El citoesqueleto de las células eucariotas se compone de microtúbulos, 

microfilamentos y filamentos intermedios. Uno de los grupos más complejos, 

dentro de los filamentos intermedios lo constituyen las citoqueratinas.  

Las citoqueratinas componen una familia de hasta 20 polipéptidos, cuyos pesos 

moleculares se hallan comprendidos entre los 40 y los 68 KDa, elaboraron una 

clasificación numérica de estos polipéptidos en función de su peso molecular y 

punto isoeléctrico. De esta manera, las citoqueratinas se dividen en dos grupos: 

aquellas cuyo punto isoeléctrico es ácido se denominan tipo I/A (citoqueratinas 9-

20), y aquellas con un punto isoeléctrico neutro-básico, tipo II/B (citoqueratinas 1-

8). En muchos casos, las citoqueratinas se expresan como parejas de tipo I + tipo 

II, características de cada tejido.  

Puesto que las células epiteliales tienen la característica de mantener su patrón de 

citoqueratinas durante la malignización y metástasis, éstas últimas resultan 

marcadores más o menos específicos de tejidos epiteliales. Es por esto que la 

determinación inmunohistoquímica de los tipos de citoqueratinas, ayuda a 

identificar el origen primario de tumores epiteliales en los que aquel se desconoce 

o plantea dudas.  

Se ha analizado la expresión de las CK en células epiteliales normales y en 

células de reserva en cuello uterino, mostrando la expresión de: CK5, CK8, CK13, 
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CK18, CK19 y CK17. CK17 es una citoqueratina que es expresada en células de 

reserva y células metaplásicas inmaduras, pero no en células glandulares del 

epitelio cervical, ni en células escamosas metaplásicas maduras. Su expresión 

conjunta con otras citoqueratinas se ha mostrado estar en relación con la 

progresión en neoplasias principalmente, mostrando un fenotipo celular inmaduro 

y un estado avanzado de la enfermedad (Ikeda et al, 2008).  

Aunque los mecanismos moleculares mediante los cuales participa en el 

desarrollo del cáncer y en el mantenimiento de la troncalidad aun no son muy 

claros, su expresión ha sido correlacionada con el desarrollo del cáncer. CK17 ha 

sido propuesta como un posible marcador de células troncales epiteliales, y por 

tanto, también podría ser un marcador de células troncales epiteliales cancerosas 

(Martens et al, 2004). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN. 

La mayoría de las terapias antineoplásicas actuales  se han dirigido  no solo a las 

células cancerosas sino también a las células sanas. Sin embargo la teoría de las 

CSC, indica que éstas sobreviven a la mayoría de las terapias convencionales 

contra el cáncer y pueden provocar una recurrencia tumoral. El descubrimiento de 

las CSC ha abierto la posibilidad de encontrar terapias dirigidas a este grupo 

particular de células, que aumenten el éxito en el combate contra el cáncer. A 

pesar de que se han propuesto posibles marcadores de las CSC de cérvix, no 

existen hasta el día de hoy marcadores definidos. En la búsqueda de marcadores 

de las CSC, los investigadores se han enfocado en el hecho de que estas células 

comparten marcadores con las células troncales normales.  

 

Martens y colaboradores en el 2004 sugieren a la proteína p63 y a CK17 como 

marcadores de células troncales de tejido cervical normal. Feng y colaboradores 

en el 2009 observaron que poblaciones enriquecidas de CSC y progenitoras 

tempranas, generadas a partir de muestras de pacientes con CaCu, estaban 

enriquecidas en células CD44+ y CK17+. Por otro lado Hellman y colaboradores en 

el 2009 mediante estudios de proteómica observaron que anexina ll se encuentra 

expresada cuatro veces más en CaCu, que en tejido normal de cérvix y vagina. La 

sobreexpresión de esta proteína permite la perdida de adhesión a la matriz 

extracelular y la metástasis. Dado que p63, CK17 y anexina ll presentan potencial  

como otros posibles marcadores de CSC de cérvix,  la evaluación de su expresión 

en poblaciones enriquecidas de CSC de cérvix, permitirá ver su papel como 

posibles marcadores de CSC en cérvix. 
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4. HIPÓTESIS. 

 

 

Si las CSC comparten marcadores con las células troncales normales, entonces 

se observará una mayor expresión de p63, CK17 en poblaciones enriquecidos en 

CSC y progenitoras tempranas, generados a partir de líneas celulares  CaCu. 

Si anexina ll está relacionada con la pérdida de la adhesión celular y el desarrollo 

de metástasis en poblaciones heterogéneas de células cancerosas, su expresión 

se incrementará en las poblaciones enriquecidas en CSC y progenitoras 

tempranas derivadas de líneas celulares de CaCu. 
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5. OBJETIVOS. 

5.1 Objetivo General:  

 

 Evaluar la expresión de las proteínas p63, CK17 y anexina ll en poblaciones 

enriquecidas de CSC y progenitoras tempranas de CaCu. 

 

5.2 Objetivos particulares. 

 

1.-Estandarizar el cultivo de esferas generadas a partir de líneas de CaCu 

(cervoesferas), utilizando el medio mammocult®. 

2.-Evaluar por citometría de flujo la expresión de las proteínas CK17, p63 y 

anexina ll en cultivos enriquecidos de CSC y progenitoras tempranas de 

CaCu generados a partir de líneas celulares. 

3.-Analizar la expresión de p63, CK17 y anexina ll en muestras de pacientes 

con CaCu por citometría de flujo. 

4.-Evaluar in vivo la tumorigenicidad de las células obtenidas de cultivos 

enriquecidos de CSC y progenitoras tempranas de CaCu en ratones nu/nu. 
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6. METODOLOGÍA. 

 

6.1 Cultivo en monocapa. 

 

Las líneas celulares HeLa, SiHa, CaSki y C-33 A fueron obtenidas del laboratorio 

de virus y cáncer del Instituto Nacional de Cancerología. Los cultivos se 

mantuvieron en incubación con 70 % de humedad, 5 % de CO2 y temperatura de 

37 °C. Las líneas celulares HeLa, SiHa, y C-33A fueron crecidas en medio DMEM 

(Dulbelco´s Modified Eaglés Medium, Gibco) suplementado con 100 U/ml de 

bencilpinicilina (Gibco) y 100 µg/ml de estreptomicina (Gibco) y 10 % de suero 

fetal bovino (SFB) (Gibco). Mientras que la  línea celular CaSki fue crecida en 

medio RPMI (Gibco) suplementado igualmente al 10 % con SFB y con 100 U/ml 

de bencilpinicilina y 100 µg/ml de estreptomicina.  

6.2 Cultivo de esferas. 

 

Se realizaron ensayos de formación de esferas con cada una de las líneas 

celulares mencionadas anteriormente. La formación de esferas se realizó a partir 

de cultivos en monocapa con 70% de confluencia. Las células fueron tripsinizadas 

y lavadas para eliminar por completo el medio. Después se disgregarón 

perfectamente, para posteriormente poder ser contadas en la cámara neubauer. 

En cajas petri (que poseen baja adherencia) se sembraron 2X103 células por ml 

de medio Mammocul® suplementado al 10 % con el suplemento indicado (Stem 

Cell Tecnologies, Inc) y se mantuvieron en incubación con las siguientes 

condiciones: 37 °C, 70 % de humedad relativa y 5 % de CO2. Después de 10 días 

las esferas fueron cosechadas y disgregadas con EDTA 0.05 %. 

6.3 Procesamiento de biopsias. 

 

Se trabajó con 3 biopsias de tejido cervical de mujeres que no habían sido 

sometidas a ningún tipo de tratamiento. Las muestras se obtuvieron de pacientes 

del Instituto Nacional de Cancerología. 



 
 
 

26 
 

 El primer paso fue lavar las muestras con PBS 1X con antibiótico y antimicóticos. 

Posteriormente se colocaron en una caja petri y se disgregaron mecánicamente 

con ayuda de navajas de bisturí, procurando obtener cortes muy pequeños. Una 

vez que ya no fue posible fraccionar más el tamaño de las muestras con las 

navajas, se adiciono aproximadamente 2 ml de PBS para resuspender con ayuda 

de una jeringa estéril. 

 Para lograr una mayor disgregación, la suspensión celular fue pasada por agujas 

de diferentes calibres, primero en una aguja de calibre G20 (aproximadamente 10 

veces, hasta que la suspensión paso con facilidad), después en una G18 (otras 10 

veces). Al momento de hacer este paso, fue importante tapar la caja petri porque 

las primeras veces la aguja se tapa y al forzar el pase es común que la muestra 

salga disparada. Después se adiciono otro ml de PBS, se resuspendió con la 

jeringa y se paso por un filtro de 41 micras (MQ,millipore). El disgregado se lavó 

con PBS con antibiótico y antimicóticos, y se centrifugó 10 minutos a 1500 rpm. La 

presencia de eritrocitos fue eliminada utilizando el buffer de lisis de glóbulos rojos 

RBC (8 % NH4Cl, 0.1 mM EDTA, pH7.2-7.6) en una relación 9:1 acompañado de 

una incubación en hielo de 10 minutos.  

Después de volver a centrifugar por 10 minutos, se realizo un último lavado y se 

resuspendieron en 4 ml de Mammocult suplementado al 10 % con el suplemento 

indicado (Stem Cell Tecnologies, Inc). Enseguida se realizó la lectura de los 

marcadores por citometría. 

6.4 Citometría de flujo. 

 

Después de cosechadas, las células fueron lavadas con PBS  y se contaron 4x105 

células por cada muestra analizada. Para evaluar la expresión de p63 y CK17 

previamente se realizó una permeabilización con Tritón al 0.2 % durante 5 minutos 

a temperatura ambiente (T.A.). Después un lavado con buffer de citometría (BSA 

0.5 %, EDTA 2 mM, PBS 1X / pH 7.2), las muestras se incubaron durante 30 min a 

T.A y 15 minutos en hielo con 20 µl de los anticuerpos p63 FITC (Santa Cruz, 

Biotechnology), CK17 (Santa Cruz, Biotechnology; dilución 1:20), anexina ll (Santa 
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Cruz, Biotechnology; dilución 1:20) y CD49f PE (Ab Serotec) el cual fue utilizado 

control  positivo de expresión (López et al, 2012). Luego las células fueron lavadas 

con buffer de citometría, resuspendidas y centrifugadas a 2000rpm 5 minutos.  

Posteriormente as muestras para CK17 y anexina ll fueron incubadas con 

anticuerpo secundario monoclonal anti-raton marcado con isotiocianato de 

fluoresceína (FICT) (Vector, Laboratories)  a una dilución 1:250 durante 15 

minutos a T.A, seguida por un lavado con buffer de citometría. Finalmente todas 

las muestras de se fijaron en paraformaldehído al 2 %. Las células fueron 

analizadas en un citómetro de flujo (FAScan, Becton  Dickinson), se analizaron 10 

000 eventos. Para la interpretación de los datos se utilizó el programa WEASEL 

(desarrollado por el Instituto Walter y Eliza Hall, WEHI). Cada experimento se 

realizó por duplicado.  

6.5 Ensayo de tumorigenicidad in vivo. 

 

Después de ser disociadas mecánicamente, las células fueron contadas y  lavadas 

con PBS y se resuspendierón en medio sin suero, para posteriormente ser 

inoculadas vía subcutánea en ratones desnudos de 5 a 8 semanas de edad, 

previamente marcados para su identificación. Se inocularon 7 ratones nu/nu, 2 con 

1000,  2 con 50 000 y  2 con 500 000 células obtenidas de los medios 

enriquecidos de CSC y progenitoras tempranas de CaCu (del lado derecho) contra 

1000, 10 000 y 50 000 células de líneas celulares en monocapa (lado izquierdo); y 

como control positivo se inoculó 1 ratón con  1 000 000 de células en monocapa. 

Los ratones fueron mantenidos en el bioterio del instituto  durante dos meses 

después de si noculación. 
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7. RESULTADOS. 

 

7.1. Cultivos de esferas. 

 

Para la obtención de poblaciones enriquecidos de CSC y progenitoras tempranas, 

se desarrollaron cultivos en suspensión a partir de las líneas celulares SiHa, HeLa, 

CaSki y C-33 A. Se sembraron 2 X103 células/mL en medio Mammocult®,  y 

después de 10 días fueron cosechados.  

 

Figura 5. Formación de esferas a partir de líneas celulares de CaCu.  Se muestran 

esferas generadas a partir de Hela (A), SiHa (B), CaSki (C) y C-33 A (D) al día 10 de 

cultivo en medio Mammocult® suplementado (Stem Cell Tecnologies, Inc). 
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En la figura 5 se muestra la capacidad de las líneas celulares HeLa, SiHa, CaSki y 

C-33 A para formar esferas. Durante el ensayo de esferas se apreció que estos 

cultivos tienen un crecimiento exponencial y que las esferas generadas fueron 

similares a los cultivos de CSC reportados anteriormente. Sin embargo se 

observaron diferencias morfológicas entre los cultivos de cada línea celular. Se 

puede apreciar que las esferas generadas a partir de Hela (A) y SiHa (B) 

presentan mayor homología entre sí, mientras las esferas de C-33 A (D) son más 

irregulares, comparadas con las esferas formadas a partir de Hela, SiHa y CaSki. 

Las esferas generadas a partir de la línea de CaSki muestran ser mas uniformes 

en comparación con el resto de las líneas de CaCu. 

7.2. Expresión de p63, CK17 y anexina ll en cultivos en monocapa y cultivos 

de esferas. 

 

Después de 10 días las células de los cultivos en esferas fueron recolectadas y 

disgregadas con EDTA, para evaluar por citometría de flujo la expresión de p63, 

CK17 y anexina ll en los cultivos enriquecidos en CSC y progenitoras tempranas 

Al mismo tiempo se analizó la presencia de las mismas proteínas en cultivos en 

monocapa de SiHa, HeLa, CaSki y C-33 A  con confluencia del 70%, mediante la 

misma técnica. 

En la Figura 6 se muestra la expresión de p63 en las líneas SiHa, HeLa, CaSki y 

C-33 A, tanto en cultivo en monocapa como en cultivo de esferas. La imagen 

revela que los cultivos en monocapa de las 4 líneas de CaCu expresan p63, al 

igual que los cultivos en esferas generados a partir de estas líneas celulares. 

Además la media de fluorescencia (Mean) que mostro que existe un incremento 

en el nivel de expresión en las unidades relativas de fluorescencia (UTR) dentro 

de una subpoblación de los cultivos de esferas de las líneas SiHa, HeLa y CaSki 

con relación a su expresión en los cultivos de monocapa. 
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En la figura 7 se observa la expresión de CK17 en SiHa, HeLa, CaSki y C-33 A en 

condición de monocapa y en condición de esferas. Se aprecia que en condición de 

monocapa  las líneas SiHa, HeLa y C-33 A mostraron un mayor desplazamiento  

de CK17, con respecto al isotipo, mientras en los cultivos en suspensión  el 

desplazamiento fue positivo en las 4 líneas celulares de CaCu. El desplazamiento 

positivo de CK17 es mayor en los cultivos de esferas con relación al 

desplazamiento en monocapa. Sin embargo aunque el porcentaje de células es 

menor en esferas el nivel de expresión en estas poblaciones es mayor comparado 

con el nivel de expresión en monocapa, esto medido a través de las UTR, como se 

muestra en la figura. En la figura 8 se muestra la expresión de anexina ll en SiHa, 

HeLa, CaSki y C-33 A en monocapa y en esferas. En los cultivos en monocapa, 

anexina ll mostró un desplazamiento positivo tanto en HeLa, como en SiHa y no 

así en las líneas CaSki y C-33 A, donde no  se expresa desplazamiento alguno. 

En los cultivos en esferas el desplazamiento de anexina ll  con respecto al control 

de isotipo fue positivo en las cuatro líneas celulares y mayor con respecto al 

desplazamiento en monocapa. Además se observa que en las cervoesferas, el 

porcentaje de células que expresan anexina ll en menor con respecto al porcentaje 

de células que expresan anexina ll en monocapa. 
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Figura 7. Expresión de p63 en líneas celulares de CaCu por citometría de 
flujo. Del lado izquierdo se muestran la evaluación de la expresión de p63 en las 
líneas celulares SiHa, HeLa, CaSki y C-33 A por citometría de flujo en monocapa y 
esferas. El histograma en rojo muestra la expresión de p63 y el negro el control de 
isotipo. Del lado derecho aparece el porcentaje de células incluidas en la región 
(% Gated) y la media de fluorescencia (Mean), tanto en monocapa (m) como en 
esferas (e) de p63. La lectura de las muestras se realizó en un equipo FACScan, 
se leyeron 10 000 eventos por muestra y para el análisis se utilizó el software 
Weasel. 
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Figura 8. Expresión de CK17 en líneas celulares de CaCu por citometría de 
flujo. Del lado izquierdo se muestran la evaluación de la expresión de CK17 en las 
líneas celulares SiHa, HeLa, CaSki y C-33 A por citometría de flujo en monocapa y 
esferas. El histograma en azul  muestra la expresión de CK17 y el negro el control 
de isotipo. Del lado derecho aparece el porcentaje de células incluidas en la región 
(% Gated) y la media de fluorescencia (Mean), tanto en monocapa (m) como en 
esferas (e). La lectura de las muestras se realizó en un equipo FACScan, se 
leyeron 10 000 eventos por muestra y para el análisis se utilizó el software 
Weasel. 
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Figura 9. Expresión de anexina ll en líneas celulares de CaCu por citometría de flujo. 

Del lado izquierdo se muestran la evaluación de la expresión de anexina ll en las líneas 

celulares SiHa, HeLa, CaSki y C-33 A por citometría de flujo en monocapa y esferas. El 

histograma en rosa muestra la expresión de anexina ll y  el negro el control de isotipo. Del 

lado derecho aparecen los valores del porcentaje de células incluidas en la región (% 

Gated) y la media de fluorescencia (Mean), tanto en monocapa (m) como en esferas (e). 

La lectura de las muestras se realizó en un equipo FACScan, se leyeron 10 000 eventos 

por muestra y para el análisis se utilizó el software Weasel. 
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7.3 Expresión de p63, CK17 y anexina ll en muestras de pacientes. 

 

Después de haber analizado la expresión de p63, CK17 y anexina ll en líneas 

celulares, y observar que si se expresaban tanto en monocapa como en esferas 

se evaluó su expresión en muestras de pacientes, para ver si este patrón de 

expresión se repetía en biopsias. Se obtuvieron 3 muestras de pacientes del 

Instituto Nacional de Cancerología que no habían recibido ningún tratamiento y de 

las cuales desconocíamos el diagnostico. Después de ser lavadas con PBS-

antibiótico, las muestras se disgregaron mecánicamente y se evaluó la expresión 

de p63, CK17 y anexina ll por citometría de flujo siguiendo el mismo procedimiento 

que se utilizó para las líneas celulares. Después de analizar la expresión  de p63, 

CK17 y anexina ll, se obtuvó el diagnostico reportado para cada paciente, con el 

fin de realizar una mejor correlación.  

En la figura 9 se observa la expresión de p63, CK17 y anexina ll por citometría, en 

las muestras de pacientes analizadas. En todas las muestras de pacientes,  se 

muestra una subpoblación que expresa  p63, CK17 y  anexina ll. Los niveles de 

p63 y CK17 muestran ser similares entre las muestras diagnosticadas como 

carcinoma epidermoide y la muestra diagnosticada como pólipo endocervical, que 

en un tumor benigno. Sin embargo anexina ll mostro una mayor expresión en las 

muestras de carcinoma epidermoide y casi nula en la muestra del tumor benigno. 
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Figura 9. Expresión de las proteínas CD49f, p63, CK17 y anexina ll en 
cultivos primarios de CaCu. Se muestra el análisis de la expresión de las 
proteínas p63, CK17 y anexina ll en muestras de paciente, a través de citometría 
de flujo. Los histogramas en color muestran la expresión de p63, CK-17 y anexina 
II en las muestras de pacientes analizadas respecto a su control de isotipo 
mostrados en los histogramas en negro en cada uno de los ensayos. Dentro de 
cada histograma aparecen del lado izquierdo los porcentajes de células incluidas 
en la región y del lado derecho la media de fluorescencia, en negro aparecen los 
valores del isotipo y en color los de cada proteína. La lectura de las muestras se 
realizó en  un equipo FACScan y para el análisis se utilizó el software Weasel y se 
leyeron 10,000 eventos por muestra. Dentro de cada histograma se muestra del 
lado izquierdo los valores correspondientes al % de células incluidas y del lado 
derecho la media de fluorescencia, en negro los valores del isotipo y en color los 
valores de la proteína. 
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A B 

7.4. Evaluación de tumorigenicidad in vivo. 

 

El potencial oncogénico constituye la prueba de oro para la evaluación de las 

CSC. Para conocer el potencial oncogénico de las células obtenidas de los 

cultivos en esferas se inocularon en ratones atímicos, de cinco semanas de edad. 

Se inyectaron  1X103, 1X104 y 5X105 células obtenidas de esferas, siempre 

comparando contra la misma cantidad de células crecidas en monocapa.  

 

En la figura 10 se observa que las células obtenidas de los cultivos en esferas 

generaron tumores en el 100% de los ratones inoculados (2 de 2) con 5X105 

células, después de 11 días y el mismo número de células en monocapa no 

genero tumor, a un después de dos meses. El control positivo genero tumor  a los 

13 días con 1 millón de células en monocapa. La inoculación de 1X103 y 1X104 

células obtenidas de los cultivos enriquecidos de CSC  y progenitoras tempranas 

no generaron tumores en los ratones analizados. 

 

 

Células inoculadas HeLa monocapa HeLa esferas 

1X103 0/2 0/2 

5X104 0/2 0/2 

5X105 0/2 2/2 

 

 

Figura 10. Evaluación de la tumorigenicidad de las cervoesferas. Se 
inocularon en ratones nu/nu de cinco semanas de edad 1X103, 5X104, 5X105 

células obtenidas de los cultivos en suspensión. Al mismo tiempo se 
inocularon1X103, 5X104, 5X105 células obtenidas de monocapa. A) En la tabla se 
indica el número de tumores generados en cada condición. B) Se muestra el tumor 
obtenido después de 11 días de la inoculación con 5X105 células obtenidas de los 
cultivos en esferas. 
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8. DISCUSIÓN. 

 

La búsqueda de marcadores definidos para las CSC de cérvix resulta fundamental 

para el desarrollo de nuevas terapias antineoplásicas dirigidas a las CSC. Dado 

que las CSC y las células troncales normales comparten algunos marcadores es 

posible que  marcadores que han sido reportados para células troncales epiteliales 

también se expresen en CSC de cérvix, basados en reportes previos se evaluó 

p63, CK17 y anexina ll en líneas celulares, cultivos enriquecidos de CSC y 

progenitoras tempranas y muestras de pacientes como posibles marcadores de 

CSC de cérvix. 

Las líneas celulares representan un modelo in vitro adecuado para el estudio del 

cáncer debido a que mantienen la heteregeneidad del tumor del cual fueron 

aisladas y representan muchas ventajas en su manipulación con respecto a los 

modelos in vivo. La evaluación de p63, CK17 y anexina ll en cultivos en monocapa 

de las líneas de CaCu reveló que p63 se expresa en las cuatro líneas celulares, 

CK17 en las líneas SiHa, HeLa y C-33 A y anexina ll en SiHa y HeLa. En el  2004 

se publicó el primer estudio extenso del perfil proteómico  de la línea celular HeLa, 

en el cual se reportó la expresión de anexina ll y CK17 (p63 no aparece entre las 

proteínas analizadas) (Fountoulakis et al, 2004), que correlaciona con lo 

encontrado en este trabajo. Sobre las líneas SiHa, CaSki y C-33 A no se tienen 

reportes sobre la expresión de  p63, CK17 y anexina ll. Sin embargo en SiHa y 

HeLa, la expresión de anexina ll solo en las líneas concuerda con reportes donde 

su expresión ha sido correlacionada con líneas celulares de mama altamente 

invasivas (Sharma et al, 2006). En cuanto a la expresión de CK17 solo en las 

líneas SiHa, Hela e inesperadamente en C-33 A, podría estar indicando que en 

estas líneas existe un mayor número de células de reserva y células metaplasicas 

inmaduras, sin embargo esto queda sujeto a comprobación. 

A partir de los cultivos en monocapa se generaron cultivos enriquecidos de CSC, 

utilizando el medio Mammocult®. Este medio puede inducir la generación de 

esferas a partir de células epiteliales como lo son SiHa, HeLa, CaSki y C33-A. El 
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crecimiento en suspensión y la generación de cuerpos esferoides se considera 

una característica común de las células troncales, que muestra la autorenovación.  

El ensayo de esferas reveló que a diferencia de HeLa, SiHa y C33-A, CaSki forma 

agregados mas definidos haciendo imposible observar a cada una de las células 

que la conforman. En relación al tiempo las cervoesferas de CaSki comienzan a 

mostrarse desde el tercer día, en comparación con las cervoesferas de Hela, SiHa 

y C-33 A que se forman al sexto día. Esta observación correlaciona con lo 

mostrado por Bortolomai et al, quienes reportaron que CaSki presenta una mayor 

capacidad de formar esferas.  

En cuanto a la evaluación de p63, CK17 y anexina ll en los cultivos enriquecidos 

de CSC y progenitoras tempranas, se observó que dentro de las cervoesferas 

generadas a partir de las cuatro líneas celulares, existe una subpoblación celular 

positiva a la presencia de las proteínas p63, CK17 y anexina ll. La presencia de 

p63 y CK17 en estas células esta correlaciona con la propuesta de ambas 

proteínas como posibles marcadores de células troncales de tejido cervical y con 

lo reportado por Feng y colaboradores en el 2009, quien realizó la primera 

caracterización de una población con características de CSC a partir de tumores 

de cérvix y observó que esta población fue positiva a CK17. 

La presencia de p63 en la subpoblación de CSC y progenitoras tempranas, 

concuerda con que p63 es un factor transcripcional sobreexpresado en múltiples 

tipos de canceres entre ellos el CaCu y que participa en el mantenimiento del 

fenotipo de células troncales del cáncer (Boldroup et al, 2007). El anticuerpo 

utilizado en este trabajo reconoce  a la isoforma ∆Np63, la cual se expresa en 

niveles altos selectivamente en células basales del epitelio estratificado y 

glandular. Además se ha visto regula la expresión de citoqueratinas e inducé la 

expresión del inhibidor de la diferenciación Id-3, con lo que contribuye a un 

fenotipo indiferenciado (Higashikawa et al,2009).  

La presencia de anexina ll en el cultivo de esferas de anexina ll era esperada dado 

que el cultivo de esferas permite obtener poblaciones enriquecidas con CSC y 
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progenitoras tempranas, las cuales han sido identificadas como las responsables 

de la agresividad de los tumores. Además, la presencia de este receptor, en los 

cultivos en monocapa y en los cultivos de CSC y  podría indicar que esta proteína 

podría ser parte del mecanismo de entrada del VPH para infectar a las células 

basales del cérvix.; debido a que se ha sugerido que anexina ll participa en la 

endocitosis mecanismo por el cual el VPH entra a la célula e inicia el proceso 

infeccioso. 

El análisis de la expresión de p63, CK17 y anexina ll en cultivos enriquecidos de 

CSC y progenitoras tempranas y líneas celulares de CaCu, reveló que existe un 

aumento de expresión de estas proteínas en los cultivos en esferas con respecto a 

los cultivos en monocapa de las líneas celulares SiHa, HeLa, CaSki y C-33 A. Los 

resultados obtenidos en este trabajo más los reportados por López y 

colaboradores en el 2012, indican el uso de CD49f, p63, CK17 y anexina ll en la 

búsqueda de marcadores de CSC de cérvix. Sin embargo, para confirmar el papel 

de p63, CK17 y anexina ll como posibles marcadores de CSC de cérvix es 

necesario realizar una separación de las células que expresan estas proteínas, de 

manera individual o combinada, para posteriormente inocularlas en ratones 

inmunosuprimidos y comprobar su tumorigenicidad. 

Por último se observó que las células C-33 A (negativas a VPH) al igual que SiHa 

(VPH 16), HeLa (VPH 18) y CaSki(VPH 16) muestran ser positivas a p63, CK17 y 

anexina ll, mostrando que su expresión es independiente del VPH.  

En cuanto a la expresión de p63, CK17 y anexina ll en nuestro grupo de muestras 

de pacientes, se observa que todas fueron positivas a  la  expresión de CK17, p63 

y anexina ll. La expresión de CK17 y p63 es semejante en las tres muestras a 

pesar de que dos están diagnosticadas como carcinoma epidermoide y otra como 

pólipo endocervical, un tipo de tumor benigno. Sin embargo  si se observó 

diferencias en cuanto a los niveles de expresión de anexina ll, siendo mayores en 

las dos muestras diagnosticadas como carcinoma epidermoide. Estos datos 

concuerdan con todos los reportes donde se ha observado la expresión de p63 

(Wang et al, 2001), CK17 (Regauer and Reich, 2007) y anexina ll (Hellman et al, 
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2009) en muestras de pacientes con CaCu y donde se ha visto una correlación 

entre el grado de expresión de estas proteínas y el grado de avance de la lesión. 

Sin embargo no podemos establecer conclusiones a partir de este grupo de 

muestras debido a que representan un número estadísticamente no 

representativo. Además resultaría muy importante analizar otro tipo de muestras 

de tumores benignos (posiblemente de adenomas, miomas, fibromas, etc.) para 

observar posibles diferencias en la expresión de p63 y CK-17 que permitan 

esclarecer la relación con su expresión en este tipo de muestras. 

El que la expresión de p63 y CK-17 en las muestras de pacientes se haya 

mostrado similar tanto en las muestras de cáncer como en la muestra de tejido 

normal, no resulta motivo suficiente para descartar a estas proteínas como 

posibles marcadores de CSC de cérvix, debido a que como ya se ha visto en otros 

tipos de tumores, por si sola una sola proteína no puede definir la población de 

CSC de un tejido especifico. Es por eso que en la identificación de estas las 

subpoblaciones de CSC se utilizan la combinación de varios marcadores. 

En este trabajo demostramos que las células derivadas de las cervoesferas son 

tumorigénicas, favoreciendo la teoría de que en las esferas existe un 

enriquecimiento de las CSC. Los ratones nu/nu o nude (desnudos, por su carencia 

de cabello) presentan una deficiencia de la función del timo. Por falta de respuesta 

de los linfocitos T, estos ratones no rechazan células de otras especies. Las 

esferas obtenidas generaron tumores en estos ratones, indicando que poseen 

potencial de CSC. En este trabajo observamos la generación de tumores con la 

inoculación de 5X105 células obtenidas de los cultivos en esferas en solo 11 días, 

mientras Feng reportó la generación de tumores en ratones nu/nu después de 10 

semanas con 1X105  de células crecidas en suspensión. La diferencia entre los 

tiempos de generación de tumores debe ser debido al número de células 

inoculadas. 
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9. CONCLUSIONES. 

 

 Las líneas celulares SiHa, HeLa, CaSki y C-33 A tienen la capacidad de 

crecer en suspensión empleando el medio de crecimiento Mammocult®. 

 Los cultivos de esferas de las líneas celulares SiHa, HeLa, CaSki y C-33 A 

presentan una subpoblación con mayor expresión de p63, CK17 y anexina ll 

con respecto a la monocapa.  

 Las muestras de pacientes expresan p63, CK17 y anexina ll.  Anexina ll 

tiene una mayor expresión en las diagnosticadas como carcinoma 

epidermoide con respecto a la muestra de cérvix no maligno. 

 Los cultivos obtenidos del ensayo de formación de esferas son más 

tumorigénicos que los de la monocapa. 

 P63, CK17 y anexina ll podría ser considerados en la búsqueda de 

marcadores de CSC de cérvix.  
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10. PERSPECTIVAS. 

 Ampliar la caracterización de las CSC derivadas de las líneas celulares 

SiHa, HeLa, CaSki y C-33 A. 

 Realizar una separación de la población que expresa p63, CK17 y anexina 

ll, de manera  individual, en conjunto y  en combinación con otros posibles 

marcadores. 

 Evaluar la tumorigenicidad in vivo de estas nuevas subpoblaciones 

aisladas. 
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